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研究成果の概要（和文）： 

CCNE1の遺伝子増幅と、既存の臨床病理学的因子、患者予後との関連について検討し、3期卵巣

癌症例の予後を規定しうる遺伝子増幅の頻度による新分類（Genetic classification）を試みた

。これまでのところ、Cyclin E1(CCNE1)の増幅が、予後不良因子となることが示唆された。CCNE1
の遺伝子増幅は20.4％に認められ、CCNE1の遺伝子コピー数と免疫染色のHSCOREは有意に正の相

関を示した(r=0.522, P<0.0001)。CCNE1遺伝子増幅と卵巣癌患者の予後についてカプランマイヤ

ー法で検討したところ、CCNE1の遺伝子増幅症例は無病生存期間、全生存期間ともに有意に短く

CCNE1の遺伝子増幅は卵巣癌患者の予後に重大な影響を与えている事が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Our previous genome-wide analysis, single nucleotide polymorphism array identified 

CCNE1 (Cyclin E1) as the most frequent amplified gene in ovarian serous carcinomas.  

 We tried to establish the genetic classification for stage 3 ovarian carcinoma with the  

change of the number of gene by FISH analysis with investigation of the association  

between the amplification of CCNE1 and clinicopathological factor and the prognosis of  

these patients.  

Gene amplification was identified in 18 (20.4%) of 88 ovarian carcinomas. CCNE1 copy 

number significantly correlated with CCNE1 protein expression (r = 0.522, P < .0001). 

CCNE1 amplification significantly correlated with shorter disease-free survival and overall 

survival (P < .001). We indicated ovarian cancer tumors with CCNE1 amplification make 

their poor prognosis for many patients. 
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌は早期診断が困難で、約 60 %は腹
膜播種を伴った臨床進行期 3 期で発見される。
卵巣癌 3 期の 5 年生存率は 40 %前後と考え
られているが、同じ 3 期でも極めて予後不良
な症例と長期生存している症例を、日常臨床
においてしばしば経験する。日常臨床におい
て卵巣癌患者を診察、治療する中で、同じ 3

期症例でも、上述したように予後が全く異な
ることに強く疑問を抱いた。申請者の指導医
は卵巣癌における遺伝子増幅プロファイル
の報告を、Digital Karyotyping、SNP array、
dual color FISH法を用いて行ってきており、
近年、発癌に関る遺伝子異常については、真
に意味のある変異（Driver gene）と、付随的
に生じた変異（Passenger gene）とが存在す
ると考えられるようになった。遺伝子増幅は
癌に特徴的な遺伝子変化であり、増幅領域に
は Driver gene が存在すると考えられている。
すなわち、2007 年に報告された卵巣癌の遺
伝子増幅 Profile に存在する遺伝子（Cycline 
E1、RSF-1、Notch3、AKT2、PIK3CA）は
卵巣癌発生、進展に強く関っており、臨床病
理学的因子、患者予後に影響を与えている可
能性があると考えられた。 

 

２．研究の目的 

今回、我々は卵巣癌において最も遺伝子増
幅の頻度が高い遺伝子群と報告された
Cycline E1、RSF-1、Notch3、AKT2、PIK3CA
の遺伝子コピー数を、卵巣癌症例が多数プロ
ットされた Tissue Microarray（以下 TMA）
を用いて FISH 法で検討する事とした。さら
に、3 期卵巣癌症例の予後を規定しうる遺伝
子 増 幅 の 頻 度 に よ る 新 分 類 （ Genetic 
classification）を試みる事とした。 

 
 

３．研究の方法 

(1) インフォームドコンセントの得られた
卵巣癌手術後の臨床検体を初代培養し、上皮
細胞に対する鉄ビーズ付加上皮細胞特異抗
体（anti-EpiCAM-conjugated beads）とマグ
ネットを用いたセルソーティングを用いて
癌細胞のみの検体から DNAを抽出した。難治
性症例（予後不良例；初回治療後 6 ヶ月以内
の死亡症例）約１０例で Digital Karyotyping
を用いて難治性卵巣癌における遺伝子増幅
領域を同定した。当科関連病院での症例を含
めた卵巣癌（約１００例）を使用した TMA を
用いて dual color FISH 法にて大規模サンプ
ルでの遺伝子増幅の頻度、予後等について検
討した。 

遺伝子増幅がみられた症例は網羅的な遺
伝子発現解析を行い遺伝子増幅領域内の責
任候補遺伝子を同定する指標とした。遺伝子

増幅領域の高発現遺伝子が同定されたら、臨
床検体を用いて real-time PCR法にて遺伝子
発現プロファイルを作成し責任遺伝子を絞
り込んだ。責任候補遺伝子は PCR法を用いて
遺伝子クローニングし、腫瘍増殖能を持たな
い正常卵巣表層上皮細胞株に安定遺伝子導
入して細胞増殖能を検討し癌遺伝子として
の機能について検討することとした。また、
siRNA を用いた発現抑制解析を in vitro、in 
vivoで行い、本遺伝子が分子標的因子になり
うるかどうか検討した。 
 
４．研究成果 
(1)Digital karyotypig の結果 
Digital Karyotyping を用いて卵巣癌の染

色体 19 短腕に複数に遺伝子増幅領域を認め
た。特に 19ｐ12 領域には以前から癌遺伝子
として報告のある CCNE１ (Cyclin E1)が存在
するため、CCNE1 に焦点を絞り、卵巣癌症例
での臨床病理学的検討、予後について検討し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 . Digital Karyotyping にて卵巣癌の染
色体 19ｐ12 領域に CCNE1 の遺伝子増幅を認
めた。 
 
(2)CCNE1 の遺伝子コピー数とタンパク発現
との関連 
①CCNE1 の遺伝子増幅は 20.4％（18 例/88

例）に認められた。CCNE1の免疫染色は HSCORE
で評価し中央値は 70（0～353）であった。
CCNE1の FISH及び免疫染色の結果は図 2に示
した。 
②CCNE1 の遺伝子コピー数と免疫染色の

HSCORE は有意に正の相関を示した(r=0.522, 
P<0.0001)(図 3)。 
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図 2 FISH と免疫染色の結果。Ａ．CCNE1 遺
伝子増幅症例。Ｂ. CCNE1 正常例。Ｃ，CCNE1
タンパク高発現例。D, CCNE1 タンパク発現陰
性例。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 CCNE1 の遺伝子コピー数と免疫染色の
HSCORE は有意に正の相関を示した(r=0.522, 
p<0.0001) 
 
(3)CCNE1 遺伝子増幅と卵巣癌患者予後 
 CCNE1 遺伝子増幅と卵巣癌患者の予後につ
てカプランマイヤー法で検討したところ、
CCNE1 の遺伝子増幅症例は無病生存期間、全
生存期間ともに有意に短かった（図４）。免
疫染色の HSCORE は中央値で 2 群に分けたと
ころ、無病生存期間、全生存期間ともに有意
差はなかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 4 CCNE1 遺伝子増幅、タンパク発現と卵巣
癌患者の予後。カプランマイヤー法で検討し
た。 
 
(4)CCNE1 ノックダウンと細胞増殖抑制効果 
①次に卵巣癌細胞株を用いて CCNE1の機能

解析を行った。CCNE1 の遺伝子増幅の状態と
Western blottingによるタンパク発現の状態
を示した（図 5）。CCNE1 の遺伝子増幅を認め
た症例は CCNE1の SiRNAによるに遺伝子サイ
レンシングに極めて Sensitiveに反応し細胞
増殖抑制効果が顕著であった（図 5）。興味深
い事に CCNE1 タンパク発現を多く認めても
CCNE1 の遺伝子増幅を認めない細胞株は
CCNE1 の遺伝子増幅を認めた細胞株に比べて
細胞増殖抑制効果は弱かった。 
②この細胞増殖抑制効果は Anexin V を用

いたアポトーシス、BRdUを用いた細胞増殖実
験の両方に有意であった（図 6）。 

③また、この効果は細胞周期解析によりの
Ｇ１期の細胞周期停止に依存する事が明ら
かとなった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 図 5-1, 2  CCNE1の遺伝子増幅の状態
と Western blotting によるタンパク発現の
状態を示した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5-3 CCNE1 の遺伝子増幅を認めた症例は
CCNE1 の SiRNA によるに遺伝子サイレンシン
グに極めて Sensitiveに反応し細胞増殖抑制
効果が顕著であった。 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 CCNE1 の遺伝子サイレンシングによる細
胞増殖抑制効果は Anexin V を用いたアポト
ーシス、BRdU を用いた細胞増殖実験の両方に
有意であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 CCNE1 の遺伝子サイレンシングによる細
胞増殖抑制効果は細胞周期解析によりのＧ
１期の細胞周期停止に依存する事が明らか
となった。 
 
(5)CCNE1 過剰発現と細胞増殖を促進する 
CCNE1 の遺伝子サイレンシングの結果を確

認するために、逆に CCNE1未発現の細胞株 ES2、
TOV-21G に CCNE1 を遺伝子導入した。CCNE1
安定発現細胞株は ES2、TOV-21G いずれもコ
ントロールベクター導入株に比べて細胞増
殖能が亢進していた（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 8 CCNE1安定発現細胞株は ES2、TOV-21Gいずれ

もコントロールベクター導入株に比べて細胞増殖

能が亢進していた。 
 
(6)CCNE1 の遺伝子増幅は卵巣癌患者の予後
に重大な影響を与えている事が明らかとな
った。また、in vitro の結果より、CCNE1 遺
伝子増幅を示している症例に対しては CCNE1
は有効な分子標的因子となる可能性が示さ
れた。 
 

(7) 今後は、in vitro での検討を行うこと、ま
たさらに CCNE1 の機能解析を進め、CCNE1 の
薬剤抵抗性における役割について明らかに
することを目標とする。 
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